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Abstract
The bacterium which produces hemicellulase-the hydrolytic enzyme of corn seed
hemicellulose-had been isolated before in this laboratory.
Enrichment culture, which 2g corn seed, as seed and nutritional source, was
added to 0.1M phosphate buffer pH8 10ml, incubated at 37℃, and adjusted the pH to
in every day.
The results showed non variations in pH and that viable cell count was
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Gass Production (O-F test) 
Voges-Proskauer Test 
Starch Hydrolyzed 
Methylene Blue Reaction 
Indole not produced. 
Hydrogen sulfide not produced. 























2. pH 6)~:fb 
~l~~<~pcl)~~~~~iCJ~ ;~pH~)~;~4~}~. 7~~cD~: ~ ~ ~~ ;~. 
a. ~~~~~;PH~)~'-'~~~l~'-'--･~~U. ~~!~~C~~CI~:U~ ~~A* 
Table 2. Variations in pH (allowed to stand) 
Starting pH 
Corn Seed (g) 
































Demolded, coarse crushed corn 
was cultured in a test tube with 
water. The pH test of medium 
everyday with pH test paper(TOyo) 
tables) 
seed was used. It 
0.1M pasteurized 
was performed in 










































































































































































































































2 48 ;~-:~~~f~~ A~:~i~ /J¥)Ilit~s*.~~~~~n~~ 










































































































Glycine-HCI buffer sol. 
Acetate ･l 
: Phosphate 'l 
days' culture. 
Difference of._jViable Cell Count by Shaking 
(10*/mD 
Every 3 hr. 














That was cultured at pH 8.' shaking was performed by hand. 
Table 8. Viable cell count (allowed to stand) 
(104/ml) 
Starting pH 
Corn Seed (g) 






















l I , 380 
3 , 520 
2 , 200 
880 
2 
8 , 240 
300 
6 , 840 
1 , 490 
By the dilution plate culture , method. One ml ･of medium was 
used ; after diluting with pasteurized water (pH 7.4), then poured to 
the basal medium with 2~ agar-agar, cultured again, after 2 days 
colonies appeared was counted. (Ditto in other. tables) 
Corn Seed ~･ ~ Hemicellulase ~~'I~~;~:~~~ ;~ ~~l~ia)~~~~~~~ ~~iC 1) V ~C 















4 , 090 
3 , 720 
1 , 680 
3,810 
770 
1 , 430 
2 
20 
4 , 540 
6 , 270 
2 , 250 
4 , 180 
880 
10,620 
4 , 740 
3 
150 
9 , 020 
10 , 040 
1 6 , 730 
l 3,300 
4 , 870 
1 1 , 520 
13,350 
4 
8 , 880 
4 , 190 
2 , 825 
Table 10. Viable Cell Count (pH 6-10) 























2 , 220 
7 















l , 730 
510 






















Table 11. Viable Cell Count (pH6-10) 














1 , 116 


























2 , 454 
l , 536 
9 
1 
2 , 570 
3 , 488 
2 
781 
2 , 165 
290 
1 , 085 






1 , 394 




~~~i~pH~C~l~~U~ ~~~A*i~ 2 ~ ~~~A~~, ~i~Ci~~~~C~l~}~~~;~~i~U~~5'~, pH8~~j~I~J;V~. 
~t-*, ~~6~~~~ ~~~F~:~;~:~fl~~IOmglC~~UC I g~:2 ~~:~C1)~*C~~~~Ut ~･ ~cD~;=-_' 
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~~If~liC;T;Uf~~~~~i~ ~~~i~iU~ ~~~> ~~~t~>~~:~>./~. 
b. -~~~~~~~?~i~pH iC~1~U~ ~-~"=A~~)~~L;~~~~~ 
Table 12. Decrease in Viscosity 
Example I . ~: 
Starting pH 












63 . 5 
48 . 4 
47 . 2 
38 . 7 
33 . 8 
42 . 2 
42 . 2 
39 . 8 
7 
28 . O 
45 . 7 
38 . 6 
43 . 7 
46 . o 
34 . 5 
33 . O 
33 . 9 
43 . 4 
8 
40 . 8 
61.8 
46 . O 
58 . 5 
47 . 1 
46 . 3 
51.2 
47 . 1 
44 . 4 
9 
26 . O 
18.8 
20 . 4 
26 . 9 
0.0 
13.9 
29 . O 
21.5 
10 
31 . 5 
18.4 
26 . 4 
25 . 9 
20 . 9 
4.9 
22 . 7 
13.9 
14.4 
Enzyme activity assay. 
One ml of enzyme solution (cultured medium) at 37~C was added to 10ml of substrate 
in an Ostwald viscosimeter (0.2~ CSH, buffered with M/10 phosphate, pH 5.7) ; and then 
was reacted for 30 minutes in a thermostat. After reacting the time (t2) of fall down of 
liquid was measured at 37~C in a constant temperature water bath. The time (to) of buffer 
only and the time (tl) Qf buffer with substr~te were also measured in the same way. 
Enzyme activity (~) was calculated at the following expression : 
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6. ;~~~~~~a)b}~~ 














O . 14 
~~OXO ' 02 
cacid Sample 
Flg. 3. Paper Chromatograph of Organic Acid. 
Paperchromatography was carried out by the ascending method using Toyo Roshi 
No. 50 as the paper and I . 5 N ammonia saturated butanol as the solvent for the volatile 
part of the acid, the upper part of a mixture of n-butanol : formic acid : water (4:1.5:1 
V/V) as it for the unvolatile part. Detection of spots was made by spraying bromophenol 
blue solution (50m~/100n,e+200m~ citric acid) for the former and bromophenol blue alcoholic 
solution for the latter, on the sample. 
254 大宮満男・今里祥子・小川サチヨ＊・深堀知子
　　酢酸とコハク酸が検出された。
7．トウモロコシ種子細胞膜溶解実験
　a．始発pH8を保つよう毎日調整し，pH：の変動がなくなり，菌数がほぼ最高に達したと考
えられた8日目に，1本は対照として80℃，5分間加熱処理し，1本は試料としてpH：6に
調整した。処理後10日に1度の割合で振盗し，培養を続けた。その結果，96日目の状態を第
　4図に示す。
　　　　　　　　　　　　　　Fig．4．　After96days’cultured．
　　　Com　seed　cell　membrane　degradation　experiment．For　the　development　of　the
results　obtaine（1until　now，two　samples　was　culture（1for8days　and　within　the
culturing　the　pH　of　the　medium　was　adjuste（1to　pH8and　as　it　may　be　that　the
counts　of　bacterium　reached　to　maximum　and　then　one　of　them　treated　to　heat　at80℃
for5minutes　for　the　blank．Another　one　was　cultured　as　before　but　the　pH　of　mediume
was　depressed　to6（near　the　optimum　pH：of　the　CSH　hemicellulase　pH5．7）．In　the
mean　while　the　vibration　of　a　sample　was　added　once　per　ten　days．Photograph
represents　the　apPearance　after96days．
　　　Right，sample；1eft，blank．
また，両者の糖量，フロログルシン反応の結果を第17表に示した。
　Table17．　After96days’cultured，Reducing　sugar　and　Phloro91ucinol　test
Sample
Blank
Reducing　sugar（xyloseμg／m1）
4，830．0
627．9
Phloroglucinol　test
冊
±
Com　SeedからH：emIcellulase活性を有する細菌の集積培養について 255
b　98日目の試験培地2祀ずつを採取し，キシロサゾン生成（9）を行った。その結果，試料
　に生成可能であった。
　性質
　　色　　：黄色
　形：針状結晶（第5図に示す）
融点測定：160℃　　黒化
　　　　183℃　　溶融
Fig．5，　Xylosazone
考 察
1．　トウモロコシ種子よりHemicellulase活性を有する細菌の集積培養におけるpHの影響は
　大きく，活性の立場から，実験条件のもとでは，始発pH6～8が適当であり，pHの変動の
　小さい方が菌数は揃っていた。各pH間の生菌数については，5彩危険率で有意差検定の結
　果，差のない事が分った。また，活性では，pH6～8とpH9～10との間で有意差が認めら
　れた。
2．集積培養液及び，細胞膜溶解実験より，Hemicellulaseの作用は大であることが明らかに
　なった。
3．　C　S　Hの分子量は，セファロース4Bによるゲル汐過により73万前後であった。
総 括
　これまでどうり，　トウモロコシ種子よりHemicellulase活性を有する菌を分離するには，
0．1Mリン酸緩衝液，pH8を10泥試験管にとり，種源，栄養源としてトウモロコシ種子29の
みを入れ，恒温に保ち，その初期よく振邊し，37℃で培養し，始発pHに調整することにより，
安定した菌の分離が可能となった。
256 大宮満男・今里祥子・小川サチョ＊・深堀知子
　また，Hemicelluloseひいては，，種子を安全に保存するには，種子を酸性にすべきだと考え
ている。
　本研究の分子量測定実験には，卒論学生，安藤順子，森田久子の諸嬢が協力した。記して感
謝する。
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